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(山东 农业 大 学 动物 科技 学 院 , 山东 省 动物 生物 工程 与 疾病 防治 重点 实验 室 , AE, 271018) 
摘 要 本 试验 则 在 研究 不 同 水 平 玉米 赤 霍 烯 酮 (ZEA) 污 染 饲 粮 对 断奶 小 母 猪 卵 梨 指 数 及 孕 
激素 受 体 的 阳性 分 布 和 mRNA 表达 量 的 影响 。 选择 40 头 25~28 日 龄 健康 三 元 杂交 ( 杜 x 长 x 
K) 断奶 小 母 猪 按 平均 体重 [〈14.01+0.86) kg] 随 机 分 为 4 个 组 ， 采 用 单 笼 饲养 。 对 照 组 饲 
喂 基 础 饲 粮 ， 试 验 组 分 别 在 基础 饲 粮 中 添加 0.5、1.0 和 1.5 mg/kg 的 ZEA, 4 个 组 ZEA 的 测 
定 值 分 别 为 0、 (0.52+0.07) ~ (1.04+0.03) 和 (1.5140.13) mg/kg. fit 10 d， 正 试 期 
35 d。 结 果 表 明 : 随 着 饲 粮 ZEA 水 平 的 升 高 ,断奶 小 母 猪 卵巢 指数 呈 一 次 线性 升 高 (P<0.01); 
1.0 mg/kg ZEA 组 的 卵巢 指数 显著 高 于 1.5 mg/kg ZEA 组 (P<0.05) , 1.5 mg/kg ZEA 组 的 卵 
Sith Bib iF 0.5 mg/kg ZEA 组 和 对 照 组 (P<0.05) 。 随 着 饲 粮 ZEA 水 平 的 升 高 ， 断 奶 
小 母 猪 卵 梨 孕 激 素 受 体 累 积 光 密度 (IOD ) 和 mRNA 相对 表达 量 均 呈 一 次 线性 升 高 (P<0.01); 
1.5 mg/kg ZEA 组 的 孕 激 素 受 体 IOD 和 mRNA 相对 表达 量 显著 高 于 1.0 mg/kg ZEA 组 


(P<0.05) , 1.0 mg/kg ZEA 组 又 显著 高 于 0.5 mg/kg ZEA 组 和 对 照 组 (P<0.05) 。 免 疫 组 
O 化 结果 显示 断奶 小 母 猪 卵 梨 中 孕 激 素 受 体 免疫 阳性 物质 主要 分 布 于 原始 卵泡 和 生长 卵泡 的 


卵 母 细胞 及 颗粒 细胞 、 卵 泡 膜 细胞 及 血管 壁 细 胞 。 随 着 饲 粮 ZEA 水 平 的 升 高 和 卵泡 闭锁 程 
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ZEA 的 水 平 发 生 明 显 改 变 。 由 此 可 见 ，ZEA (1.0~1.5 mg/kg) 可 以 通过 调控 断奶 小 母 猪 卵 
梨 中 孕 激 素 受 体 的 高 水 平 表达 ,使 孕 激 素 受 体 的 水 平 超出 正 向 调节 卵泡 生长 的 限 值 ， 从 而 促 
使 卵泡 闭锁 ， 降 低 卵 梨 指 数 ， 改 变 卵 梨 发 育 ， 进 而 影响 断奶 小 母 猪 生殖 系统 的 健康 。 
关键 词 : 玉米 亦 霉 烯 酮 ， 断 奶 小 母 猪 ， 卵 巢 ， 孕 激素 受 体 
图 分 类 号 : $828 
O 玉米 赤 霉 烯 酮 (zearalenone，ZEA) ， 又 名 F-2 毒素 ， 主 要 是 由 禾 谷 镰刀 菌 产生 的 一 种 
非 类 固 醇 类 的 、 具 有 上 峻 激素 活性 的 真菌 毒素 帆 。 调 查 结果 显示 ，ZEA 是 中 国 饲料 原料 及 配合 
饲 粮 中 检 出 水 平 最 高 的 霉菌 毒素 之 一 站。 饲料 中 ZEA 的 存在 严重 威胁 着 动物 的 健康 ， 其 中 
对 猪 最 为 敏感 0。 研 究 表明 ，ZEA 能 够 通过 引起 卵巢 障碍 导致 母 猪 不 孕 B4， 其 代谢 产物 a- 
EKREN B- 玉 米 亦 霉 烯 醇 对 孕 激 素 的 合成 具有 刺激 作用 局 。 饲 粮 中 一 定 水 平 的 ZEA 
能 够 引起 母 猪 假发 情 、 产 仔 数 减 少 和 流产 等 繁殖 障碍 外。 国内 外 对 ZEA 的 研究 ， 大 多 是 在 
体外 进行 的 ， 而 对 不 同 水 平 (0.5~1.5 mg/kg) 的 ZEA 对 断奶 小 母 猪 卵巢 器 官 指数 及 孕 激素 
受 体 阳性 分 布 和 表达 量 的 影响 尚未 见报 道 。 本 试验 由 在 研究 饲 粮 中 不 同 水 平 ZEA 对 断奶 小 
母 猪 卵 梨 器 官 指数 及 孕 激素 受 体 分 布 及 其 mRNA 相对 表达 量 的 影响 ,以 期 揭示 ZEA 通过 调 
控 断 奶 小 母 猪 卵巢 孕 激素 水 平 改变 卵巢 发 育 的 分 子 机 制 ， 为 ZEA 的 生殖 毒性 机 制 研究 及 养 
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猪 生产 中 的 繁殖 障碍 提供 理论 依据 和 思路 。 
1 材料 与 方法 
动物 饲养 试验 于 2016 年 4 月 25 日 一 2016 年 6 月 8 日 在 山东 农业 大 学 畜牧 科技 园 进行 。 
1.1 试验 材料 
ZEA 购买 于 以 色 列 Fermentek 公司 ， 色 谱 纯 ， 纯 度 保证 值 为 98%。 
1.2 试验 设计 与 饲 粮 
1.2.1 试验 设计 与 饲养 
选择 25~28 日 龄 健康 的 三 元 〈 杜 x 长 x 大 ) 杂交 断奶 雌性 仔猪 40 头 。 在 产 床 上 继续 饲养 10 
d， 然 后 转 入 试验 笼 〈0.48 m?) 。 根 据 日 龄 (35~38 d) 和 平均 体重 [ 〈14.0140.86 kg) ] 随 机 
分 成 4 个 组 , 每 组 10 头 , 组 间 初 始 体重 差异 不 显著 (P>0.05) 。 断 奶 小 母 猪 基础 饲 粮 参考 NRC 
(2012) 营养 需要 配制 ， 基 础 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 见 表 1。 对 照 组 饲 喂 基 础 饲 粮 ， 试 验 组 分 
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T 别 在 基础 饲 粮 中 添加 0.5、1.0 和 1.5 mg/kg ZEA. 

© 单 体 笼 使 用 塑料 漏 颖 地 板 ， 安 装 有 乳头 饮水 器 和 料 槽 ,仔猪 自由 采 食 和 饮水。 试验 开始 
前 对 猪 舍 进行 全 面 清扫 、 消 毒 ， 试 验 期 间 每 周 进行 1 次 猪 舍 消毒 。 舍 内 安装 红外 保温 灯 ， 第 1 
O 周 维持 试验 笼 内 温度 在 30 CEG, BIKE AISEE RTE2~28 Co HE HAE 
= 度 为 65%。 预 饲 10 d， 正 试 期 35 do 仔猪 管理 和 免疫 按 常 规 进行 。 试 验 结束 后 仔猪 全 部 履 宁 。 


1.2.2 ZEA 污染 饲 粮 的 配制 

将 色谱 纯度 (98%) 晶体 粉末 状 ZEA 由 乙酸 乙 酯 溶解 制 成 溶液 ， 再 将 含有 ZEA 的 乙酸 乙 
酯 溶液 喷洒 到 一 定量 的 滑石 粉 载体 上 ,并 放置 过 夜 使 乙酸 乙 酯 挥发 ， 制 成 1 000 mg/kg 的 ZEA 
预 混 剂 ， 然 后 用 不 含 毒素 的 玉米 粉 进一步 将 1 000 mg/kg 的 ZEA 预 混 剂 稀释 成 10 mg/kg 的 ZEA 
预 混 剂 ， 最 后 按照 各 组 饲 粮 中 ZEA 的 设计 水 平 , 用 ZEA 预 混 剂 奉 代 配 方 中 的 玉米 和 载体 配制 
成 试验 饲 粮 。 试 验 所 需 饲 粮 于 试验 正式 开始 前 1 周一 次 性 配合 完成 ， 装 袋 后 储存 于 干燥 通风 
处 。 在 试验 前 和 试验 结束 分 别 取样 后 ， 立 即 进行 钨 粮 中 养分 合 量 和 毒素 水 平 检测 。 取 样 方法 
按照 GB/T 14699.1 一 1993《 饲 料 采样 方法 》。 
1.2.3” 饲 粮 常 规 养分 和 毒素 的 测定 

饲 粮 常 规 养分 测定 参考 AOAC (2012) 的 方法 进行 。 粗 蛋 白质 舍 量 用 凯 氏 定 氮 法 测定 ; 
能 量 用 HR-15 氧 弹 式 热量 计 测 定 ， 馈 含量 根据 高 锰 酸 钾 滴 定 法 测定 ， 磷 含量 根据 钼 黄 比 色 
法 测定 ， 食盐 含量 按照 硫 握 酸 铵 反 滴定 法 测定 ;所 基 酸 含量 用 日 立 835-50 氮 基 酸 自 动 分 析 
仪 进行 测定 。 

饲 粮 毒素 测定 : 饲 粮 中 ZEA、 呕 吐 毒素 、 黄 曲 考 毒素 和 烟 曲 喜 毒素 含量 测定 委托 青岛 
出 入 境 检测 检疫 局 测定 。 采 用 免疫 亲 和 柱 层 析 净 化 ， 以 液 相 色谱 法 菊 光 检测 器 测定 ZEA 和 
黄 曲 霍 毒素 的 含量 ， 外 标 法 定量 。 采 用 免疫 亲 和 层 析 净 化 高 效 液 相 色谱 -串联 质谱 法 ， 以 液 
相 色 谱 结合 紫外 检测 器 测定 烟 曲 霉 毒 素 和 呕吐 毒素 的 含量 , 外 标 法 定量 。 黄 曲霉 毒素 .ZEA、 
呕吐 毒素 和 烟 曲霉 毒素 的 最 低 检 测 限 分 别 为 1.0 hg/kg、0.1 mg/kg. 0.1 mg/kg 和 0.25 mg/kg. 


4 组 ZEA 含量 的 实际 测定 值 分 别 为 0、(0.5240.07) ~ (1.04+0.03) Fil (1.51+40.13) mg/kg, 
2 次 均 未 检测 到 其 他 毒素 或 者 低 于 检测 限 水 平 。 
表 1 基础 饲 粮 组 成 及 营养 水 平 ( 风 干 基础 ) 


Table ] Composition and nutrient levels of the basal diet (air-dry basis) % 
原料 Ingredients 含量 Content 营养 水 平 Nutrients? 含量 Content 
玉米 Corn 64.5 消化 能 DE/(MJ/kg) 13.81 
乳 清 粉 Whey powder 5.0 HEK CP 19.82 
豆粕 Soybean meal 23.0 钙 Ca 0.70 
鱼粉 Fish meal 5.0 ‘SMe TP 0.64 
赖 氨 酸 盐酸 盐 Lysine-HCl 0.2 ABR Lys 1.22 
BEALS CaHPO4 0.7 EMAR Sulfur amino acid 0.65 
石灰 石粉 Pulverized limestone 0.3 HARR Thr 0.75 
食盐 NaCl 0.3 EAR Trp 0.22 
~ 预 混 料 Premix” 1.0 
合计 Total 100.0 


= 0 预 混 料 为 每 千克 饲 粮 提 供 Premix provided the following per kg of the diet: VA 3 300 IU, VD3330IU, VE 


pam 241U, VK30.75 mg, VBi1.50mg, VB25.25 mg, VB120.026mg, 泛酸 pantothenic acid 15.00 mg， 尼 克 酸 
n : niacin 22.50 mg, “E49% biotin 0.075 mg， 叶 酸 folic acid 0.45 mg, Mn 6.00 mg, Fe 150mg, Zn 150 mg, 
re Cu 9.00 mg, 10.21 mg, Se 0.45 mg. 

= 2 消化 能 为 消化 代谢 试验 的 计算 值 , 其 他 营养 水 平 为 实测 值 。 DE was a calculated value of the metabolic test, 


Ne while the other nutrient levels were calculated value. 
本 1.3 ”样品 采集 与 指标 测定 
= 1.3.1 卵巢 器 官 指数 的 测定 

试验 结束 ， 将 每 个 组 的 10 头 仔猪 全 部 屠 室 ， 观 察 记 录 卵 偶发 育 状 况 并 进行 称 重 ， 计 算 
‘= NRA STA. BAI 2 份 卵巢 样品 ，!1 份 置 于 Bouin’s 液 中 国定 ， 用 于 检测 免疫 组 
© 化 指标 ，1 份 置 于 液 氮 中 ， 一 80 C 保 存 ， 用 于 孕 激素 受 休 mRNA 相对 表达 量 测定 。 

卵巢 器 官 指 数 (mg/kg) = 卵巢 器 官 重量 (mg) / 猪 活体 重量 (kg) 
1.3.2 ”免疫 组 化 〈 超 敏 二 步 法 ) 

将 固定 于 Bouin’s 液 中 的 组 织 块 冲 水 至 组 织 原 色 ， 乙醇 逐 级 脱水 并 用 二 甲 茶 透 明 ， 采 用 
BMJ23 型 包 埋 机 进行 包 埋 。1) 切片 机 (LEICA RM2135, 德国 ) 进行 切片 ,常规 脱 蜡 至 水 。 
2) 柠 檬 酸 缓冲 液 "0.01 mol/L, pH 6.0) 进 行 抗原 热 修复 , EREM ERA YK PBS) (0.01 mol/L, 
pH 7.2) 洗 3 次 ，5 min/ 次 (下 同 ) 。3) 10 % H2O2 37 ‘CHELSEA 1h, PBS 洗 3 次 。10% 
山羊 血清 37 CHAA 1h. 加 免 抗 孕 激素 受 体 (1 : 50) 多 克隆 抗体 (Santa coad: sc-539, 
Lot: K0714) ，4 ‘CURR. 37 CH, PBS 洗 3 次 。 二 抗 为 抗 兔 超 敏 二 步 法 免疫 组 化 
检测 试剂 盒 (PV-9001, 北京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司 ) o ARKA] CTIANGEN coad: 
PA110, Lot: P4819) 显 色 ， 显 微 镜 下 观察 显 色 程度 ， 控 制 显 色 时 间 。 苏 木 素 复 染 ， 分 色 、 
脱水 、 透 明 ， 中 性 树胶 封 片 ， 显 微 镜 下 明亮 视野 观察 免疫 阳性 细胞 分 布 规律 。 


1.3.3 ”卵巢 孕 激 素 受 体 的 累积 光 密 度 GOD) 测定 
用 OLYMPUS BX41 (DP25) 双 目 显微镜 观察 卵巢 组 织 切片 。 每 头 猪 卵 梨 切 片 隔 10 张 
切片 取 1 张 ， 共 取 5 张 。 使 用 Image Pro-Plus 6.0 软件 统计 分 析 卵 梨 切片 横断 面 IOD。 
1.3.4 PARZ mRNA 相对 表达 量 的 测定 

根据 Genebank 己 报 道 的 猪 的 孕 激素 受 体 和 磷酸 甘油 醛 脱氧 酶 (GAPDH) 基因 序列 ， 用 
Primer 6.0 设计 相应 特异 性 引物 ， 引 物 由 华 大 基因 合成 ， 引 物 序列 见 表 2。 


表 2 引物 序列 
Table 2 Primers sequences 
目的 基因 引物 序列 产物 大 小 登录 号 
Target genes Primer sequence (5'—3') Product size/bp Accession No. 
磷酸 甘油 醛 脱 F:ATGGTGAAGGTCGGAGTGAA 
154 NM_001206359.1 
Alig GAPDH R:CGTGGGTGGAATCATACTGG 


oe F:ATGAAAGCCAAGCCCTAAGC 
孕 激素 受 体 PR 180 NC_010451.3 
R:GGCAGTGACTTAGACCACGC 


取 一 80 '‘C 冻 存 卵 巢 组织 50~70 mg, KH Trizol 法 进行 总 RNA 提取 ， 并 用 紫外 分 光 》 
度 计 (Eppendorf,RS323C, 德 国 ) 检测 其 浓度 和 纯度 ， 吸 光度 (OD) 值 处 于 1.8~2.0 可 用 于 
试验 。 按 照 PrimeScript TMRT Master Mix 反 转 录 试 剂 盒 (RR036A， 大 连 ，Takara) 说 明 进 
行 反 转 录 ， 反 应 体系 为 20 pL。 

SEIN B26 RE Æ PCR(qRTPCR) 反 应 体系 总 体积 为 20 nL， 按照 SYBR Premix Ex Taq (Tli 
RNaseH Plus) (Takara coad: RR420A, Lot: AK7502) 试剂 盒 说 明 进 行 操 作 ， 每 个 样品 设 
置 3 个 重复 。 使 用 ABI 7500 Realtime KJEE Æ PCR 仪 进行 扩 增 ， 反 应 条 件 为 95 ‘C 预 变性 
30s, 95 'C 变 性 5s，60 CKI 34s, 95 C 15s, 60 C 60s, 95 C 15s， 循 环 次 数 
为 43。 

1.4 数据 统计 

采用 2A8C 对 灭 光 定 量 PCR 检测 结果 进行 数据 处 理 ， 对 孕 激 素 受 体 基 因 mRNA 在 卵巢 
的 相对 表达 量 进行 分 析 。 数 据 采 用 SAS 9.2 统计 软件 进行 单 因子 方差 (one-way ANOVA) 
分 析 , 采 用 正 交 多 项 式 比较 法 对 不 同 ZEA 梯度 的 处 理 效 应 进行 一 次 线性 回归 分 析 , 用 Duncan 
氏 法 进行 多 重 比较 , P<0.05 为 差异 显著 , P<0.01 为 差异 极 显 著 。 采 用 IPP 6.0 图 像 分 析 软 件 ， 
对 卵巢 孕 激 素 受 体 的 IOD 进行 统计 分 析 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 ZEA 对 断奶 小 母 猪 卵巢 指数 的 影响 

饲 粮 中 添加 不 同 水 平 ZEA 对 断奶 小 母 猪 卵巢 指数 的 影响 见 图 1。 结 果 表 明 ， 随 着 饲 粮 
ZEA 水 平 的 升 高 ， 断 奶 小 母 猪 卵 梨 指 数 呈 一 次 线性 升 高 CP<0.01) ; 与 对 照 组 相 比 ，1.0 
和 1.5 mg/kg ZEA 组 的 卵 梨 指数 显著 升 高 (P<0.05) ; 3 个 ZEA 组 相 比 ，1.0 mg/kg ZEA 组 
的 卵 梨 指数 显著 高 于 1.5 mg/kg ZEA 组 (P<0.05) , 1.5 mg/kg ZEA 组 的 卵 梨 指数 显著 高 于 


0.5 mg/kg ZEA 组 (P<0.05) 。 


120 = 
组 间 Group:P<0.01 
100 - 
E 线性 Linear:P<0.01 
ERE 
E meena b 
= 60 - mom 
Dm 一 mam, 
Ja E 
ak 5 sana: a om 
SH 40 - man 
> ag 
> Bas 
it 
200 | mi a 四 
man, 
man, 
u 
0 a a as == ü BASISS = Oe | 


Control ZEA0.S ZEA1.0 ZEA1.5 


柱 形 图 标注 不 同 字 母 表示 差异 显著 (P<0.05), A3 同 。 


Column diagrams with different letter superscripts mean significant difference (P<0.05) , the same as Fig.3. 
图 1 ZEA 对 断奶 小 母 猪 卵巢 指数 的 影响 
Fig.l Effects of ZEA on ovarian index of weaned gilts (n=10) 

2.2 ZEA Xp TWh) BEG ON ES FPR SZ U8 BE PE i BD 

PRALER EAR DT 7 BE Fe SD ER BR SK Ges FE BA PE JS NS Pa ae EB HR E, Bo 
观察 结果 显示 孕 激 素 受 体 免疫 阳性 物质 主要 分 布 于 断奶 小 母 猪 卵巢 中 的 原始 卵泡 和 生长 多 
泡 的 卵 母 细胞 及 颗粒 细胞 ， 且 呈 深 浅 不 一 的 棕 黄 色 (图 2) 。 对 照 组 中 ， 健 康 原 始 卵 泡 的 卵 
母 细 胞 偶 见 有 孕 激素 受 体 免疫 阳性 物质 分 布 (图 2 - Al, 星 号 ) ; 闭锁 原始 卵泡 的 卵 母 细 胞 
见 孕 激素 受 体 强 阳性 免疫 反应 物质 分 布 ， 呈 深 棕 色 〈 图 2- Al， A); 生长 卵泡 卵 母 
细胞 、 颗 粒 细 胞 、 卵 泡 膜 细胞 及 血管 壁 细胞 均 可 见 孕 激 素 受 体 免 疫 阳 性 物质 分 布 (图 2 - A2、 
图 2 - A3 和 图 2 - A4) 。 随 着 饲 粮 中 ZEA 水 平 的 升 高 ， 断 奶 小 母 猪 原始 卵泡 、 生 长 卵泡 的 
卵 母 细胞 及 颗粒 细胞 中 孕 激素 受 体 免 疫 阳 性 反应 逐渐 增强 (图 2-Al、 图 2-Bl、 图 2-CIl 
和 图 2- D1) ， 且 随 着 卵泡 闭锁 程度 的 增加 ， 颗粒 细胞 中 孕 激素 受 体 免疫 阳性 反应 明显 增强 
(图 2-A3、 图 2-B3、 图 2-C3 和 图 2-D3) ， 卵 梨 内 血管 壁 细 胞 孕 激 素 受 体 免 疫 阳 性 反 
应 也 逐渐 增强 (图 2-A4、 图 2-B4、 图 2 - C4 和 图 2-D4) 。 卵 梨 内 孚 激素 受 体 免疫 阳性 
物质 的 分 布 位 置 没有 因 ZEA 的 存在 发 生 明 显 改 变 。 
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A、B、C、D 分 别 表示 对 照 组 以 及 0.5、1.0 和 1.5 mg/kg ZEA 组 。1:40、1:100 和 1:400 分 别 表 示 组 织 
样本 在 40、100 及 400 倍 下 获得 的 视野 。 星 号 表示 发 育 健康 的 原始 卵泡 ， 箭 头 表示 发 生 闭 锁 的 原始 卵泡 。 


SE: HKE; O: 卵 母 细胞 ，GC: 颗粒 细胞 ，TC: 卵泡 膜 细胞 ，V: 血管 壁 细胞 。 
A, B, C, D represented the control group, 0.5, 1.0 and 1.5 mg/kg ZEA groups, respectively. 1:40, 1:100 and 


1:400 represented the visual field of tissue samples obtained at 40, 100 and 400 times, respectively. The stars 
showed the healthy primordial follicle, and the straight arrows showed the atretic primordial follicle. SE: surface 
epithelium; O: oocyte; GC: granulosa cell; TC: theca cell; V: vascular wall. 
图 2 孕 激素 受 体 免疫 阳性 物质 在 断奶 小 母 猪 卵巢 中 的 分 布 情 况 
Fig.2 The distribution of progestrone receptor immune positive substance in ovary of weaned gilts 

由 表 3 可 知 ， 随 着 饲 粮 中 ZEA 水 平 的 升 高 ， 断 奶 小 母 猪 卵巢 孕 激素 受 体 的 IOD 呈 一 次 
线性 升 高 (P<0.01); 与 对 照 组 相 比 ，1.0 和 1.5 mg/kg ZEA 组 的 卵巢 孕 激 素 受 体 的 IOD 显 
著 升 高 (P<0.05) ; 3 个 ZEA 组 相 比 ，1.5 mg/kg ZEA 组 的 卵巢 孕 激 素 受 体 的 IOD 显著 高 
1.0 mg/kg ZEA 组 (P<0.05) ， 而 1.0 mg/kg ZEA 组 的 卵 梨 孕 激 素 受 体 的 IOD 又 显著 高 于 0.5 
mg/kg ZEA 组 CP<0.05) 。 

表 3 ZEA 对 断奶 小 母 猪 卵 梨 孕 激素 受 体 IOD 的 影响 


Table 3 Effect of ZEA on the progestrone receptor IOD in ovary of weaned gilts x10° 
P ÍË P-value 
项 目 对 照 组 试验 1 组 Test 试验 2 组 Test 试验 3 组 Test ; 
组 间 线性 
Item Control group group 1 group 2 group 3 
Group Linear 


累积 光 密 46.32641.332° 48.526+1.746° 52.037+1.721> 55.736+2.054* 0.038 0.006 


FE IOD 


2.3 ZEA Xt TW) BEAR ON Pe SK mRNA 相对 表达 量 的 影响 
随 着 饲 粮 ZEA 水 平 的 升 高 ， 


性 升 高 (图 3) (P<0.01) 。 与 


断奶 小 母 猪 卵巢 孕 激素 受 体 的 mRNA 相对 表达 量 呈 一 次 线 


对 照 组 相 比 ，1.0 和 1.5 mg/kg ZEA 组 的 卵 梨 孕 激 素 受 体 的 


mRNA 相对 表达 量 显著 升 高 (P<0.05) ; 3 个 ZEA 组 相 比 ，1.5 mg/kg ZEA 组 的 卵 梨 孕 激 素 


受 体 的 mRNA 相对 表达 量 显著 高 于 1.0 mg/kg ZEA 组 (P<0.05) , 1.0 mg/kg ZEA 组 的 卵 梨 
孕 激 素 受 体 的 mRNA 相对 表达 量 又 显著 高 于 0.5 mg/kg ZEA 组 (P<0.05) 。 


相对 表达 量 
The relative expression 
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图 3 ZEA 对 断奶 小 母 猪 卵 巢 孕 激素 受 体 mRNA 相对 表达 量 影响 


Fig.3 Effects of ZEA on mRNA relative expression of PR in ovary of weaned gilts (n=10) 


3 讨 


论 


近期 有 关 ZEA 在 动物 上 的 研究 ， 多 是 采用 已 知 ZEA 含量 的 天 然 污染 饲 粮 进行 的 19， 
为 了 避免 饲 粮 中 其 他 毒素 对 研究 
题 组 前 期 研究 结果 的 基础 上 中， 继续 探索 较 低 剂量 ZEA (0.5~1.5 mg/kg) 对 断奶 小 母 猪 
卵巢 影响 的 分 子 机 制 。 


3.1 ZEA 对 断奶 小 母 猪 卵 梨 

ZEA 对 断奶 小 母 猪 卵 梨 发 育 
的 ZEA 能 够 促进 初级 和 次 级 卵泡 的 成 熟 中 。 另 有 报道 表明 ， 一 定 剂量 (文献 对 ZEA 剂量 
作 说 明 ) 的 ZEA 能 够 抑 旬 


结果 产生 不 利 影响 ， 本 研究 选择 高 纯度 ZEA 毒素 ， 在 本 课 


指数 的 影响 


影响 的 研究 结论 并 不 一 致 。 报 道 指出 , 母 猪 饲 粮 中 100 mg/kg 


判 卵泡 刺激 素 的 分 泌 及 释放 ， 促 进 孕 激 素 的 合成 ， 从 而 抑制 排卵 期 


前 阶段 卵巢 卵泡 的 成 熟 ， 影 响 卵 巢 发 育 册 。 高 水 平 ZEA 能 够 诱发 卵巢 卵泡 闭锁 ， 抑 制 母 猪 


PIU 


胞 的 增殖 , 诱导 线粒体 膜 


外 位 丢失 和 活性 氧 水 平 升 高 , 颗粒 细胞 的 凋 亡 和 坏死 与 ZEA 


水 品 呈 剂量 依赖 性 02。 本 研究 结果 显示 , 饲 粮 中 添加 0~1.0 mg/kg ZEA 使 卵巢 指数 线性 升 高 ， 
ZEA 水 平 达到 1.5 mg/kg 时 ， 相 比 于 1.0 mg/kg ZEA 组 卵巢 指数 显著 降低 ， 可 能 是 由 于 水 平 
较 高 的 ZEA 促进 的 卵 集 中 孕 激素 的 高 水 平 表 达 ， 使 孕 激 素 的 水 平 超出 了 正 向 调节 卵泡 生长 


r ad R T 
c nInaă IV 


WPR, AAT EON IE, RIRA. ApEn TEP 1.0 mg/kg ZEA 可 能 是 促进 卵巢 
发 育 的 临界 剂量 。 
3.2 ZEA 对 断奶 小 母 猪 卵 梨 孕 激 素 受 体 分 布 和 表达 的 影响 

孕 激 素 在 动物 机 体内 的 成 功 表 达 ， 必须 依赖 于 其 相应 的 受 体 和 蛋白 4345。 本 研究 通过 测定 
卵 梨 内 孕 激 素 受 体 蛋 白 含 量 ， 拟 初步 判断 ZEA 对 断奶 小 母 猪 卵 梨 内 孕 激 素 表达 的 影响 。 近 
期 研究 表明 ,卵巢 内 孕 激素 水 平 能 够 影响 卵泡 大 小 和 孵 母 细胞 成 熟 度 ， 卵泡 直径 与 卵巢 内 孕 
激素 水 平 呈 正 相 关 09。 另 有 报道 指出 , ZEA 受 体 复 合 物 通过 与 核 内 的 雌 激 素 敏感 元 素 结合 ， 
促进 相关 基因 的 高 水 平 表达 ， 从 而 扮演 着 雌 激 素 促进 剂 的 角色 0720,， 动物 体内 孕 激 素 既 有 协 
同 又 有 持 抗 雌 激 素 的 作用 ， 孕 期 2 种 激素 水 平 曲线 基本 平行 2-221。 前 人 对 孕 激 素 的 研究 ， 多 
集中 于 某 种 影响 因素 对 其 表达 强度 的 影响 23-261, 而 对 不 同 条 件 下 其 分 布 位 置 的 报道 相对 较 少 
B27。 本 研究 结果 显示 ， 孕 激素 受 体 免疫 阳性 物质 主要 分 布 于 卵巢 中 健康 原始 卵泡 和 生长 卵 
泡 的 卵 母 细胞 及 颗粒 细胞 、 闭 锁 原 始 卵 泡 的 卵 母 细 胞 和 血管 壁 平滑 肌 细 胞 中 ， 随 着 饲 粮 中 
ZEA 水 平 的 升 高 ， 孕 激素 受 体 免疫 阳性 物质 明显 增多 ， 且 随 着 饲 粮 中 ZEA 水 平 的 增加 ， 孕 
激素 受 体 在 断奶 小 母 猪 卵 梨 中 免疫 阳性 IOD 及 其 mRNA 相对 表达 量 线性 增强 ,但 孕 激素 受 
体 免 疫 阳 性 物质 分 布 规律 并 没有 因 ZEA 的 水 平 发 生 明 显 改变 。 提 示 0.5~1.5 mg/kg 的 ZEA 
可 以 增强 断奶 小 母 猪 卵 梨 内 孕 激 素 受 体 免疫 阳性 反应 和 mRNA 的 表达 量 ， 但 不 影响 卵 保 内 
孕 激 素 受 体 的 阳性 分 布 规律 。 尽 管 我 们 发 现 1.5 mg/kg ZEA 组 的 卵巢 指数 显著 低 于 1.0 mg/kg 
ZEA 组 ， 但 是 1.5 mg/kg ZEA 组 的 孕 激 素 受 体 的 免疫 阳性 反应 和 mRNA 的 相对 表达 量 却 显 
int 1.0 mg/kg ZEA 组 ， 暗 示 随 着 ZEA 水 平 的 提高 ， 卵 梨 内 孕 激 素 达到 正 向 调节 卵泡 生 
长 的 限 值 ， 从 而 导致 部 分 卵泡 闭锁 ， 卵 梨 指 数 开 始 呈 现下 降 趋 势 。 


4 结 论 

本 试验 条 件 下 ，ZEA 显著 提高 断奶 小 母 猪 卵 梨 指数 、 卯 梨 中 孕 激 素 受 体 的 免疫 阳性 反 
应 及 其 mRNA 的 相对 表达 量 ， 提 示 饲 粮 中 1.0~1.5 mg/kg 的 ZEA 通过 调控 断奶 小 母 猪 卵巢 
孕 激 素 的 表达 ， 改 变 卵 梨 中 卵泡 的 发 育 ， 进 而 影响 断奶 小 母 猪 的 生殖 健康 。 
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Effects of Zearalenone on Ovary Index, Distribution and Expression of Progesterone Receptors in 
Ovaries of Weaned Gilts 
YANG Lijie HUANG Libo LISimeng LIU Faxiao JIANG Shuzhen” YANG Zaibin 
(College of Animal Science and Technology, Shandong Agricultural University, Shandong 
Provincial Key Laboratory of Animal Biotechnology and Disease Control and Prevention, Tai’ an 
271018, China) 

Abstract: The aims of the present study were to investigate the effects of zearalenone on ovary 
index, distribution and mRNA expression of progesterone receptors in ovaries of weaned gilts. 
Forty healthy weaned piglets (DurocxLandracexLarge White) aged of 25 to 28 days were 
allocated into 4 groups according to the average body weight [(14.01 + 0.86) kg]. Animals were 
fed individually in a metabolic cage for 35 days after 10 days adaptation. Piglets in the control 
group were fed a basal diet, and in experimental groups were fed basal diets supplemented with 
0.5, 1.0 and 1.5 mg/kg ZEA, respectively. The analyzed ZEA levels in four groups were 0, 

(0.52+0.07) , (1.04+0.03) and (1.51+0.13) mg/kg. The results indicated that ovary index 
showed a linear increase (P<0.01) with the ZEA level increasing in the diet of weaned gilts. The 
ovary index in 1.0 mg/kg ZEA group was significantly higher than that in 1.5 mg/kg ZEA group 
(P<0.05), and the ovary index in 1.5 mg/kg ZEA group was significantly higher than that in 0.5 
mg/kg ZEA group and the control group (P<0.05). The integrated optical density (IOD) and 


mRNA relative expression of progesterone receptors in ovaries of weaned gilts showed a linear 


increase (P<0.01) with the ZEA level increasing in the diet of weaned gilts. The IOD and mRNA 
relative expression of progesterone receptors in 1.5 mg/kg ZEA group was significantly higher 
than that in 1.0 mg/kg ZEA group, and the IOD and mRNA relative expression of progesterone 
receptors in 1.0 mg/kg ZEA group was significantly higher than that in 0.5 mg/kg ZEA group and 
the control group (P<0.05). The results of immunohistochemistry showed that the immunoreactive 
substance of progesterone receptors in ovaries was mainly distributed in oocytes and granulosa 
cells, theca cells and vascular wall cells of primordial follicles and growing follicles. With the 
increase of ZEA level and the degree of follicular atresia, immunoreactivity was significantly 
enhanced. There was no significant change in the distribution of immunoreactive substance of 
progesterone receptors in the ovary, due to the presence of ZEA. Thus it can be seen that ZEA (1.0 
to 1.5 mg/kg) in feed changes the development of ovary by up-regulating the expression of 
progesterone receptors. The levels of progesterone receptors exceed the limit of positive regulation 
of follicular growth, thus promoting follicular atresia, reducing the ovary index, and then the 
healthy of reproductive system is affected. 
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